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The invention di$c1ofrc£ an 
fin(ibaccerial and antifungic peptide 
tiflving the formula (I). 
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Arg Ser Val Cys Arg Gin He Lys He Cys Arg- 



Tyr Pro Ar^ Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Oly Gly - 
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Peptide aittibactdrieti et Attti- 
fongique <le la formulc (1). utilisablc commc UTWibacL^ricn el antironglque. 
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Peptide antibacl^ricn ct antifongique 



5 

La presente invenlion a pour objct un nouveau peptide riche en proteines ayaai 
des proprietes antibact^riecines el atitifongiques, des compositioris uiilisables en 
agriculture et cn th^rapie humainc ou animale contenant ce peptide comme matiere 
active. L'invention concerae egalemenl des proc^d^s dc traitcment des plantes a Taide de 

\o CCS compositions ainsi que des procddes de preparation de ce peptide. 

On sail de longue date que les insectes pr&enient uoe resistance efficace contre 
Jes bactcries, Cette d6fense est pour unc large part bas^c sur la synthase rapide de 
plusieurs families de peptides. Cette defense est due ii Ja synthcse rapide de pJusieurs 
families de peptides k large spectre d'activit^. Cette synthesc est induitc par UJie blessure 

1 5 septique ou par i'injection d une faiblc dose de bacifries. Parxni les peptides 

aniibacteriens induits, les nueux caracterises sonl Ics cecropiaes et les dcfcnsines 
dlnsectes, Plusieurs autres peptides antibact^riens ont 6ii partieilement caract^ris^s. 

A c6i^ de la classe des mscctes pen dc choses soni connues concernant d'auircs 
arthropodes. Les scorpions sont des animaux plus anciens que les insectes au niveau 

20 philogenique. 

II a maintenant ete i^le, k partir d'une induction chez le scorpion Androconus 
axisiralis, un peptide, qui pnfiseiite des caractdristiques rcmarquables ainsi que des 
propri^t^s antibact^riennes et antifongiques. 

Pius particulifenement un preinier aspect de l'invention concerne )c peptide de 
25 formule I: 

Aig Ser Val Cys Arg Gin lie Lys He Cys Arg 

Arg 
Arg 

30 Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

Dans la suite, la molecule de formule I sera appelfe androctonine, Cette moidculc, 
de taille r^duite, comporte dc 4 rdsidus cysteine engagfe dans deux ponts 
intramol^ulaires, 

55 Un autre aspect de Tinvention conceme un premier proc^d£ pour I'obtentioa et 

Visoletnenl du peptide ci-dessus, qui est caract£ris6 en ce que successivement: 
a) on pr61&ve de rh^molympe du scorpion Androctonus ausiralis ; 
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b) on effccCue TeMraction par mise en contact d'hemoiymphe dc Androaonux 
austrolis obtcnue prccedcmnient avec un milieu acide sous agitation, 

puis par cencdlugatjon; 

c) on fractionne le sumageant avec sdpanition par lavage des molecules 
hydrophiJes dlution des molecules hydrophobes pai- des elements appropries 
sur colonne separatrice 

d) on purifie les extraits. 

e) on caractdrise le peptide, 

L'hemolymphe est pr^lev^e par incision cuiictilaire. Elle est recueillie dans un 
lube contenant un inhibiteur de protdase. Apres centrifugation pour ^liminer les cellules 
sanguines, le piasma est stocke ^ -30*C. 

Dc maniere pr^f^r^e la seconde dupe (extraction) on mel en contact 
rh^molymphe de Androctonus australis avec un milieu acide^ constilu6 d'une solution 
acide d'un acide (de pH de 2)- La solution peut etre une solution d'un acide mineral ou 
organique comme par exemple d'acide trifluoroac6tique, L'exirait obtcnu est ensuite 
centrifuge h froid a une vitesse de 30.000 g a pendant 25 min. 

De maniere prdferee la troisicme ^tape (fractionncrnent), J'extrait est depos^ sur 
une cartouche de phase inverse pour r^aliser une extraction en phase solidc. Le lavage 
des molecules solubles dans I'eau est effectue avec une solution acide dilute et relation 
des molecules hydrophobes avec un dluant appropric. On obcient de bons rfsiiltats avec 
dei'acidc trifluoroacdtique pour le lavage et un 61uanl contenant des quantit^s 
croissantes d'acetonitrile en solution acide diluee. 

De maniere prdKr^e la quatrieme etapc (purification) est effectuee avec un 
dluant convenable qui peut etre different ou identique a celui de la phase pr^cddente, 

De mani&re preferce, dans la demiSre ^tape (caractdrisation), la nature do 
pepdde est analysee selon la m^thode de sequen9age par degradation d* Edman (Acta 
Chemica Scandinavia 10 {1956) p; 761-768). Selon ccltc nmithode on obtient les 
structures suivantes: 



Arg Ser Val X Ai^ Gin He Lys He X Arg 




Tyr Pro Arg Asn Thr X Lys Tyr Tyr X Gly Gly 




Aucun signal n'etait detectable dans les positions 4, 10, 16 et 20- (degradation 
d'Edman). La presence de cysteines dans ces positions a 6{6 montr^e par spectromftrie 
de masse, la structure alors obtcnue 6tant la suivante: 
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Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

Les masses mesurees dc I'androctoiiine ci-dcssas sont respcctiveniejit de: 
3076,55 ±0,24 Da; ' 

Or les masses calculees sur ia base des donndes de sequence soni respectivement 
dc:3080,65±0,24Da; 

Le defaut de masse correspond h la formation de deux pont disulfure 
intramoleculaires. 

Afin d'titablir la connectivite des ponts disulfure, la molecule a 6i6 clivde par une 
enzynie, I'endoproteinase Lys-C, qui rompt la chaine peptidique apres la lysine. Les 
peptides obtenus ont cte isoles et la spectrometrie de masse a montre qu'il s'agissait de 
deux peptides lies par un ponl disulfure, Les sequences deduites ^taient Arg Ser Val 
Cys Arg Gin He Lys plus Cys Thr Asn Arg Asn Pro Tyr et Ue Cys Arg Arg Arg Gly 
Gly Cys Tyr Tyr 

La connectivite des poms disulfure est ainsi ^tablie et la cysteine 1 est li^e h ia 
cysteine 4, la cysteine 2 2l la cysteine 3. Ce resultat peut etrc schematise ainsi: 

Arg Scr Wui Cys Arg Gin He Ly.s lie Cys Arg 



Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly ^ 

Ces bonnes correlations confirment les sequences propos^es, 

Les peptides scion Tinvention peuvent cgalement etre obtenus sans difficult^ selon 
un second procdde, par synthase chimique FMOC (Alherton and Sheppard R.C. (1989), 
Solid Phase Peptide Synthesis (IRL, Oxford, UK) suivie d'une rcnaturatlon dans une 
solution lOOmM d'ac^tate d'ammonium k pH 8,5 pendant 24 h sous agitation ^ 
temperature ambiante, L'androctonine obtenue presenie les mcmes propriit^s 
chromatographiques que la molecule native et la connectivite des ponts disulfure est 
idendque h celle de la molecule naturellc. La masse mesurde aprfes xcnaturation (3076, 
61 ±0,67) est trfes semblable i celle dt la molecule native. La molecule syath^tique 
presente la mSme activite antibact£rienne que la molecule native sur la bacteric 
Micrococcus liteus. 
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L'enscmblc des tests antibacteriens et hemoiyriques est realise avec la mol&uie 
syiitheuque. 

1 . L'androcionine ne presentc aucun effel lyliquc sur des hematics de pore ou dc 

boeuf. 

2. Ccs molecules ont des proprietes antibactdriennes vis-il^vis des bacttries k 
Grain n^gatif. el i Gram ncgatif (cf labieau i), des bacterics phytopathogenes et des 
champignons phytopathogenes. 

Les exempies suivants illustrent I'obtention el les pn>pri^(e.s antibactdriennes des 
peptides el des compositions scion rinvention. 

Exgmpb 1 : Isolcment et caract eri,sation du pap^j ^f 
on procfede selon les etapes suivantes; 
- extraction et de purification : 
L'hemolymphe (3,8 ml) est prclevee par mcision de la cuticule. Elie est transferee 
dans; un tube inaintenu au froid en presence d'un inhibiteur dc proteases (aprotinine) puis 
centrifug^e a 30,000 g pendant 25 minutes h 4^C. Le surnageajit ainsi obtenu est 
immediatement souniis aux diff&enies 6tapes de la purification. 
Fractionnement de Vextrait sur cartouches Sep-Pak CJH 
Apres depot de Textrait sur des cartouches Sep-Pak Cig. les niDl^cules h caractire 
hydrophiic sont ^Umin6es par un simple lavage par 5 ml d'eau acidifide ^ l acide 
trifluoac^tiquc (TFA) ik 0,05%. 

L'aiution des molecules hydrophobes est r^alisee avec des solutions a 10. 40 et 
80% d'acetonimle en eau acidifi^c (TFA 0,05%, 5 mi par cartouche). 

Les fractions rccueillies sont denomm^ies "Elutton I0%", "Elution 40%" et 
"Elution 80%" et coticentrccs sous vide. Les fractions sont ensuite reconstituees avec de 
I'eau qualile HPLC avant I'analyse en HPLC, 

Purification par HFLC des molecules ^ activite antibactiriennc 
premiere itape: 

La fraction "Elution 40% est analys^Je sur une colonoe dc phase inverse 
Aquapore OD 300 Ci8 avec un gradient lineairc d'acetonitrile de 2 i 52% dans I'eau 
acidifide (TFA a 0,05%) en 90 minutes (soil une augmentation de 0,44% d'acetonitrile 
par minute) pour un d6bit de 1 nrjymin. 

Les fractions actives i€suhantes sont ensuite purifi6es sur une colonne "High 
Pressure Inen" (HPI) Delta Pak C18 (150*3,9mm). 

L*ilution est r6alisee dans un gradietit lineaire biphasique d'acetonitrile de 2 i 
1 1% dans l*eau acidifi^e (HCl 6mM) en 10 minutes et de 1 U 21% en 50 xnin un dibit 
de I ml/min. La puretd de la fraction active est controlee par Slectrophorfesc capillaire 
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avam U delerminaiion de ia sequence par degradation d'Edman et analyse en 
speciromctrie de masse- 

Exemplg 2: Test in vit ro- Meftum de Tactivite antibact^rienne par 
5 microsoectroDhotometne 

Pur chaque souchc de bacterie urilis6e (E.coli ; M.luteus) unc colonne i&olcc est 
mise en suspension dans 10 mJ de milku PB (Poor Broth, milieu Luria Bertani 
ddpourvu d'extraii de levure) DIFCO et incuWe a 30°C pendant une nuit sous agitation 
lente. 

10 Lcs bacteries a tester sont ratnenees a une den&ite optique ^ 600 nna de 0,00 1 

dans un milieu de culture frais. On depose lOfJ de chaque fraction dasn des plaques de 
microtiiratioa en presence de lOO pi de la suspension baclerienne- An bout de 24 hcures 
d'incibation h 25^*0, on Rvalue la croissance par la mcsure d& I'absorbance h 600 nm h 
I'aide d'un lecteur de plaque de microlitration. 

15 Dans ces conditions on observe une inhibitjon h 50% aux concentrations, 

exprimees en joM, indicju6es dans le tableau sutvant: 



20 



Tableau 1 




Micrococcus luteus 



Aerococcus viridans 



Bacillus suhtilis 



Staphylococcus aureus 



Clavibacter michi j^anensis 



Escherichia coli D22 



Escherichiaxoii DSl 



Escherichia.coli 1106 



Saimonella typhimurium 



0.6- 1.5 



0.3-0,6 



1.5-3,0 



15-30 



6-15 



>30 



3-6 



6-15 



3-6 



En ulilisanl le m^me protocolc mais avec des bact6ries phytopathogenes, on 
oblient ies rtsultats suivants: 



25 
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Tableau 2 







androctonine 
MICQiM) 


bacterles 




Clavibacter michiganensh 


6-15 


Pseudomonax syringae 


0.5-1 


Pseudomonas syringae pv syringae 


15-22 


Pseudomonas pisi 


6^15 


Pseudomonas maculicola 


3-6 


Pseudomonas valerianella 


15-22 


Pseudomonas syr phaseoli 


2-4 


Xanthomonas campestris pv campestris 


3-6 


Xanthomonas vesicatoria 6873 


1,5-3 


Xanthomonas vesicatoria B229Rf 


1,5-3 


Xanthomonas phaseolica 


1-2 



En utilisant le memo protocole mais avcc des champignons phytopathogfencs, on 
obLient les resultats suivants; 

Tableau 3 




Altemaria dauci 


4,1-8,2 


16-32 


Stemphylliian 


4-8 


16-32 


Fusarium oxysporum L 


2-4 


>32 


Verricilium toreillis 


2-4 


>32 


Botrytis p&iuniae 


4-8 


>32 


Fusarium oxysporum meioni 


2-4 





* milieu supplfmcnte avec ImM CaC12 et20 mM KCl 

Partni les cultures pouvajil f aire I'objet d'un traitement antibacrerien ^ Taide d'un 
compose sdon Tinvention, on peut citer ^ titre d'cxemples Ic riz, les c^reales, 
notamment le ble et Torge. ainsi que les platites arboricoles, fruiticrcs, legumifercs. 
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Parnii las cultures pouvanl faire Tobjel d'un traitement antifongiques ii Taide d'un 
compose selon I'invention, on peui citer, h d'cxeraples, les cucurbitacees, les 
cultures florales (petunia), et les cultures nfiaraich^res (carottes, lomates, choiix). 



5 Ces r^sultats montrem J'excellente activite antibacterienne du peptide selon 

I'mveniion, qui peui s'appliquer aux domaines humain. animal et vegetal. 

La pnSsente ijivention a 6galement pour objet des compositions, uiilisables comme 
agents antibactcriens, com^ani cotnme mati&re(s) active(s) un (ou plusieurs) compost 
selon I'invcntiofi teJ que dicrit pi^demment, en melange avec les supports solid&s ou 

10 liquides, acceptaTsles en agriculture ct le$ agent*; tensio-actifs fgalement aeceptables en 
agriculture. En particulier sont utilisaWes les supports ineries et usuels et les agents 
lensio-actifs usuels. Ces compositions recouvrent non seulennent les compositions prates 
a ctre appliquecs sur la culture a traiter au moyen d'un dispositif adapte, tcl qu'un 
dispositif de pulverisation, mais 6gaJement les compositions concentrees commerciales 

15 qui doivent ctre dilutees avant application sur la cuHure, 

Ces compositions peuvent contcnir aussi toute sorte d*autres ingrddients tels que, 
par exemple, des colloi'des protectears, des adh&ifs, des 6paLssissaiits, des agents 
thixotropes, des agents de pdndtration, des stabilisantSt des sequestrants, etc. Plus 
gdneralenoent les composds utilises dans I'invention peuvent etre combines a lous les 

20 additifs soli des ou liquidcs coirespondant aux techniques habituelles de la mise en 
formulation < 

D'une fa?on gencrale, les compositions selon I'invention contienneni 
habituellemenl de 0,05 ^ 95 % environ (en poids) d'un composd selon Tinvention 
(appele par la suite matiere active), un ou plusieurs supports solides ou liquides et, 

25 ^ventueliemem, un ou plusieurs agents tensioactifs. 

Par le terme "support", dans le present expose, on designe une matiere organiquc 
ou minerale, natureJie ou synLhetique, avec laquelle le compost est combine pour 
faciliter son application sur la plante, sur des graines ou sur le sol, Ce support est done 
generalement inerte et ii doit etre acceptable en agriculture, notamment stir La plante 

30 traitdc. Le support peut fitre solide (argiles» silicates naturels ou synthficiques, sLlice, 
r^sines, cires, engrais soJides, etc,») ou liquide (eau^ alcools» notamment ie bulanol 
etc.). 

L'agent tensioactif peui 6tre un ageni dmulsionnant, dispersant ou mouillant de 
type ionique ou non ionique ou un mfilangc de tels agents tensioactifs. On peut citer par 
exemple des sels d'acides polyacryliques, des sels d'acides lignosulfonique$, des sels 
d'acides phinolsulfoniques ou naphialJinesulfontques, des polycondcnsais d'oxyde 
d'ithyline sur des alcools gras ou sur des acides gras ou sur des amines grasses, des 
phdnols substitues (notamment des alkylph£nols ou des aryiphenols), des sels d'csters 
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d'acides sulfosucciniquci;, des derives de b taurine {nolamment des aJkyliauraies), de^s 
esters phosphoriques d*alcools ou de phinoJs poJyoxycthyi^s, d&s esters d'acides gras et 
de poJyols, Ics derives a fonction sulfates^ sullonaies et phasphates des composes 
pr6c^ents. La presence d'au moms mi agent tensioactif est generalement indispensable 
5 lorsque le compose ct/ou le support inerte ne sonl pas solubles dans Teau ei que Tagent 
vecteur de ['application est I'eau. 

Ainsi done, les compositions I usage agricole selon I'invcntion peuvent cotitenir 
Jes maiicres actives seion Tinvention dans de tr^ larges limiles, allant de 0,05 % a 95 % 
(cn poids), Leur teneur en agent tensio-actif est avantageuijement comprise entre 5 % et 
10 40 % en poids, 

Ces compositions selon I'invention sont elles-memes sous des fomies asscz 
divcrses, solides ou liquides. 

Commc formes de compositions solides, on pent citcr les poudrcs pour poudrage 
{k teneur en compose pouvant aller jusqu'i 100 %) et les granules, notamment ceux 
1 5 obtenus par extrusion, par compactage, par impregnation d'ltn support granule, par 

granulation A partir d'une poudre (la teneur en compose daas ces granules ^tant entre 0,5 
et 80 % pour ces demjers cas), les comprimes ou tablettes effcrvescents. 

Le peptide scion Tinvention peuvent encore etre utilises sous forme de poudrcs 
pour poudrage; on peut aussi utiliser une composition comprenant 50 g de mati&re 
20 active et 950 g de talc; on peut aussi utiliser une composition comprenant 20 g de 

maridre active, 10 g de silice fmement divis^e et 970 g dc talc; on melange et broie ces 
constituanrs et on applique le melange par poudrage. 

Comme formes de compositions liquides ou destinecs k constituer des 
25 compositions liquides lors de I'application, on peui citer les solutions, cn particuiier les 
concentres solubles dans I'eau, les concentres emulsionnables, les emulsions, les 
suspensions concentr^es, les aerosols, les poudrcs mouillables (ou poudre h pulveriser), 
les p^eSt les gels. 

Les concentres Emulsionnables ou solubles comprenneni le plus souvent 10 k 80 
30 % de matifere active, les Emulsions ou solutions prates a I'application contenant, quant h 
elles, 0,001 h 20 % de malifere active. 

En plus du solvant, Jes concentres Emulsionnables peuvent contenir quand c'est 
n^cessaire, 2 k 20% d'additlfs appropri^s commc les stabilisants, les agents tensio- 
actifs, les agents de pdnetration, les inhibiteurs de corrosion, les colorants ou les 
35 adhesifs pr^cedemment cit£s. 

A partir de ces concentr6s, on peut oblentr par dilution avec de I'eau des Emulsions 
de toute concentration d^sir6e, qui conviennent particulieremcnt k I'application sur les 
cultures. 



wo 97/30082 PCT/FR97/00295 

9 

A ticrc d'exempJe, voici la composition dc quclques concentres eniulsionnabies : 



Excmple CE 1 : 

- niatieje active 4(X) g/1 
5 - dodecyi benzene sulfonate aicalin 24 g/1 

- nonylphenol oxyethyle a 10 moI&uJes 

d'oxydc dethylfene 1 6 grt 

- cyciohexanone 200 g/! 

- sol van 1 aromatique q.s.pj litre 

)0 

Selon une autre fomiule de concentre emulsionnable, on utilise ; 

15 - matiere active 250 g 

- huile vigdtalc cpoxyd^ 25 g 

- melange de sulfonate d'aicoyiaryle et 

d'ether de polyglycol et d'alcools gras 1 00 g 

- diAndhylformamide 50 g 
20 - xylene 575 g 



Les suspensions concentr^eii, cgalcment applicabies cn pulverisation, sont 
preparees de mani^re ^ obtcnir un produit fluide stable ne se d^posant pas et elles 
contLenncnt habitucUemenl de 10 a 75 % dc niatieie active, dc 0,5 ^ 15 % d'agcnts 

25 tensioactifx, de 0,1 a 10 % d'agents thixotropes, de 0 a 10 % d'additifs appropri^s, 
commc dcs anti-mousses, des inhibiteurs de corrosion, des stabilisants, des agents de 
penetration ct des adWsifs et, commc support, de lean ou un liquide organique dans 
Jequel la tnati^re active est pcu ou pas soluble : ceitaines mati&res solidcs organiqucs ou 
dcs sels mineraux peuvent gtre dissous dans le support pour aider a empechcr la 

30 sedimcniation on comme antigeLs pour I'eau. 

A titre d exemplc, voici une composition de suspension concentrce : 



35 - maiiere active 500 g 

' phosphate de tristyrylph^nol polydthoxyli 50 g 

- alkylph€nol polyethoxyl^ 50 g 

- polycart)oxylate dc sodium 20 g 
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- eihylene glycol 

- hui]& organopolysiloxaniquc (antimousse) 

- polysnccharide 



50 g 

Ig 
1.5 g 



316,5 g 



5 



Les poudres mouillablcs (ou poodre a pulveriser) sont habitueHetnenl prfparees dc 
manifere qu'eiles contiennent 20 i 95 % dc niatiere acUve, et elles coniiennent 
habicuellemeni, en plus du support solide, de 0 a 30 % d'un a^ent mouillant, de 3 a 20 % 
d'un agent dispcrsant, el, quand c'est n^cessaire, de 0.1 a 10 % d'un ou plusieurs 

JO stabilisanis et/ou autrcs additifs, comme des agents dc pctxetration, des adhesifs^ ou des 
agents antimottants, colorants^ etc,.- 

Pour oblenir lea poudres & pulv&iser ou poudrcs mouillables, on melange 
iniimement les matieres actives dans les melangeurs appropri6s avec les substances 
additiontielles et on broie avec des moulins ou autres broyeurs appropries. On obtient 

15 par la des poudres a puiv&iscr donl la mouillabilit^ ct la mise en suspension sont 
avantageuses ; on peut les mettrc en suspension avec de I'eau a toute concentration 
d&iree et ces suspensions sont utilisables tres avantageusement en particulier pour 
I'application sur les feuilies des vegetaux. 



20 modalit^s de realisation et d'utilisalion de ces pates sont semblables a celles des poudres 
mouillables ou poudres h puJv^riser. 

A litre d'exemple, voici diverses compositions de poudres mouillables (ou poudres 
a pulveriser) ; 



A la place des poudres moaillablts» on i^ut r6aliser des pates. Les conditions cl 



25 



By^mplg PM 1 

- maii^ active 

- alcool gras 6thoxyl6 (agent mouillant) 

- phenylethylph^noi 6thoxyie (agent dispersant) 

- craie (support inerte) 



50% 
2.5% 
5% 
42,5% 



35 



• matifere active 

- alcool syothetique oxo de type ramifi^, en 
C13 4thoxyl6 par 8 i 10 oxyde tf^thylfcne 
(agent mouillant) 

- lignosulfonate dc calcium neutre (agent 
dispersant) 

- carbonate de calcium (charge incrte) 



QJ5% 



10% 



12% 

q.s,p. 100 % 
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Ex&mpie PM 3 : 

Ccttc poudre mouillable contient les memes ingredients que dans I'exompic 



precedent, dans les proportions ci-aprest : 

5 - maliere active 75% 

- agent mouillant 1,50% 

- agent dispersant 8% 

- carbonate de calcium (charge inerte) q^s,p, 100% 

10 pxemple PM 4 : 

- matiere active 90% 

- alcool gras ^thoxyl6 (agent mouillant) 4% 

- ph6nyl6thylph6nol 6thoxyl^ (agent dispersant) 6% 

15 Exemple PM 5 : 

- matifere active 50% 

- melange de tensio-actifs anioniques et 

non ioniques (agent mouillant) 2,5% 

- lignosulfonate de sodium (agent dispersant) 5% 

20 - aigile kaolinique (support ioerte) 42,5% 



Les dispersions et emulsions aqueuses, par exemple les compositions obtenues en 
diluant ^ Taidc d'eau une poudre mouiLlable on un concentre emulsionnable selon 
rinvcntion, sont comprises dans le cadre general de la presente invention. Les Emulsions 
25 peuvent 6tre du type eau-dans-l'huile ou huile-dans-l'eau et ellcs peuvent avoir une 
consislancc epaisse conime celle d'une "mayonnaise'*, 

Les composes scion Tinvcntion peuvent ^tre formules sous Ja forme dc granules 
dispcrsiblcs dans Teau egalemcnt compris dans le cadre de J'iavention, 

Ces granules dispersible?;, de density apparente gindralement comprise entre 
30 environ 0,3 ct 0,6 oni une dimension dc particules generalement comprise cntre environ 
1 50 et 2000 ct de pr6f6rence entre 300 et 1500 microns. 

La tcneur en mati£re active de ces granules est generalement comprise entre 
environ 1 % el 90 %, et de prSKrence entre 25 % et 90 %. 

Lc reste du granule est essentiellement compos6 d'une charge soltdc et 
35 iventuellement d'adjuvants tensio-actifs confirant au granule des propri^t£s de 
dispersibilitc dans j'cau. C:es granules peuvent etre essentiellement de deux types 
distincts selon que la charge retenue est soluble ou non d^s I'eau. Lorsque la charge est 
hydrosoluble, elle peut ctre mindrale ou, de pr^Krence, organique, On a obtenu 
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d'exceJlents rcsultats avec I'ur^e. Dans le cas d'une charge insoluble, cclle-ci esi de 
preference mindrale. comme par exemple le kaolin ou la bentonite. EJle esi alors 
avantageusement accompagnee d'agenis tensio-actift [h raison de 2 a 20 % cn poidj? du 
granule) dont plus de la moitie est, par exemple, constituee par aa moins un agent 
5 dispersant, essentieJlement anionique. (el qu'on polynaphtaJene sulfonate alcalin ou 
alcalino tenreux ou un lignosulfonate alcaJin ou alcalino-tcrreux, le resie etant constitue 
par des mouiliants non ioniques ou atiioniques tel qu'un alcoyl naphtaifene sulfonate 
aJca]in ou aicalino-terreux. 

Par ailieurs, bien que cela ne soit pas indispensable, on peut ajouter d'autres 
10 adjuvants tels que des agents anti-mousse. 

Le granule selon I'invenlion peut etre prepare par melange des ingredients 
necessaires puis granulation selon plusieurs techniques en soi connues (drageoir, lii 
fluide» atomiseur, extrusion^ elc ). On termine generalement par un concassage suivi 
d'un tamisage i la dimension de particule choisie dans les limites mentionndes oi- 
ls dessus. On peut encore utilisd des granules obtenus comme preccdemment puis 
imprfgnds avec une composition contenant la matifere active, 

De pr4f£rcnce, il est oblenii par extrusion, en operant comme indique dans les 
excmples ci-apr^$. 

20 ExempieGDl : Granules disp erj^ihle^L 

Dans un melangeur, on melange 90 % en poids de matifere active et 10 % d'uree 
en perles. Le melange est ensuite broy£ dans un broyeur a broches. On obtient une 
poudre que I'on humidifie avec environ 8 % cn poids d'cau. La poudre humide est 
extrudee dans une extrudeuse a rouleau perform. On obtient un granule qui est scchd , 

25 puis concassc et taniise. de fafon k nc garder respectivement que les granules une 
dimension comprise entre 150 et 2000 microns. 

Exemple GD2 : Granal^s disp^piihl^i: 
Dans un mflangeur, on m£lange les constituants suivants : 
30 - maliferc active 

- agem mouiUant (alkylnaphtalfene sulfonate de sodium) 

- agent dispersant (polynaphtalfene sulfonate de sodium) 
' charge inerte insoluble dans I'eau (kaolin) 



75% 
2% 
8% 
15% 



Ce melange est granule en lit fluide. en prdsencc d'eau, puis s^che, concass^ et 
tamisd de manifcrc k obtcnir des granules de dimension comprise entre 0, 15 et 0,80 ram, 

Ces granul65 peuvent etre utilises seuls. cn solution ou dispersion dans de Tcau de 
manifere k obtenir la dose cherch^e, lis peuvent aussi £trc utilises pour preparer des 



1 
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associations avec d'autres; mati^res actives, notamment antibacLcriens, ces dernleres 
eiant sous la forme de poudres mouillables, nu de granules ou suspensions aqueuses. 

En ce qui concerne les composidons adaplies au stockage et au (ransport, cWts 
conuenncnt plus avantageusement de 0,5 a 95 % (en poids) de substance aciivc. 

5 

L'invention concerne dgalement un proc^d^ pour le iraitement aniibact^rien 
therapeutique pour riiomme ou Tanimal par administration d'une dose efficace du 
peptide seion Tinvention, sous forme libre ou, le cas 6chcant, sous forme de seJs 
d'addition avec un acide, de sels Andalliques ou de scis d'addition avec une base 

10 pharmaccutiquemem accepiables, ^ I'^tat pur ou sous fonne d'une composition dans 
laquelle il est associe a tout autre produit pharmaceutiquement compatible, pouvant €tre 
inerte ou physiologiquement acdf, Les medicaments seion rinvention peuvent etre 
administrcs par voic orale^ parent^rale, rectale ou topique. 

Comme compositions solides pour administration orale peuvent 6tre utilises des 

15 comprimes, pilules, poudres (notamment dans des capsules de gelatine ou des cachets) 
ou granules. Dans ces compositions, le produit actif seion Tinvcntion est melange a un 
ou plusieurs diluants inenes» lels que amidon, cellulose, saccharose, lactose on silice, 
Ces compositions peuvent ^galement comprendre des substances autres , par exemple 
un ou plusieurs lubrifiants lel que le stdarale de magnesium ou la talc, un colorant, un 

20 enrobage(dragees) ou un vemis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utili,ser des 
solutions, des suspensions, des Emulsions, des sirops, et des elixirs pharmaceutiquement 
acceptable contenant des diluants inertes lels que I'eau, Tethanol, le glycerol* !es huiles 
vegetales ou Thuiic de paraffine, Ces compositions peuvent egalement comprendre des 

25 substances autres, par exemple des produits mouillants» edulcorants* epaississants, 
aromatisants ou stabilisaais.. 

Les compositions steriles pour administration parenterale peuvent Urt de 
preference des solutions aqucuses ou non aqueuses, des suspensions ou des Emulsions, 
Comme solvant ou vchicule, on peut employer I'eau, lepropylfeneglycol, un 

30 polyethylene glycol, des huiles veg^tales, en paiticalier Thuile d'olive, des esters 

organiqucs t:onvenables, Ces compositions peuvent Egalement contenir des adjuvants, 
en particuiier des agents mouillants, isotonisants, 6muls5fiants, dispersants et 
stabilisants. La sterilisation peut se faire de diffeientes fagons, par exemple par filtration 
aseptisantc* en incorporant ^ la composition des agents sterilisants, par irradiation ou par 

35 chauffage, EUes peuvent etre dgalement pncparfies sous forme de compositions solides 
steriles, qui peuvent etre dissoutcs au moment de Temploi dans un milieu sterile 
Injectable. 
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Les compositions pour adminiiiiration reciaJe soat les suppositoires ou lej; 
capsuJes rectales, qui conUennent, outre le peptide actif, dcs excipients tels que Ic beurre 
de cacao, des glycerides semi-synthetiqties ou des polyeihylene glycols. 

Les compositiotiR steriles pour administration topique pciivent ctre par exempie 
des crfem&s, pommades, lotions^ collyres, collutoires, gouties nasales ou aerosols. 

En thcrapeuiique humaine, le peptide selon l'invef>tion est particuLierement utile 
dans les traitement antibactcricns. Les doses dependent de reffet recherche et de la 
duree du traitement; dies sont gdti^raimenl comprises entre 50 et 1000 n\g par jour par 
voie orale pour un adulte cn uae ou plusieurs perises. 

D'une fa^on geti^raie, le mddecin delennincra la posologie qu'il csiime la plus 
appropriee en fonction de Tage^ du poids ct de tous les autres facteurs propres au sujet l 
traiter, 

Les cxemples suivants sont donncs a titre non limiiatif Lllustrent les 
compositions selon linvention. 
Exempie A: 

On prepare, scion la technique habituelle, des comprimc.t; doses a 50 mg de 
peptide actif ayant la composition suivante: 



Exempie B: 

On prepare unc solution injectable contanant 20 mg de peptide actif ayant 
la composition suivante: 



" peptide androctonine Ml 
- amidon 



50 mg 
60 mg 
50 mg 
2thg 



- lactose 



- stearate de magnesium 



- peptide androctonine M 2 

- cau distillee 



22,4 mg 



q.s.p. 2 cm^ 
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REVENDICATIONS 
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Peptide de formule: 



Arg Scr Val Cys^ Arg Gin Ue Lys He Cys Arg 




10 



\ \ 



Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

2. Composition antibacterienne, caracterisee en ce qu'elle contient comme matiere active 
un peptide selon la revendication 1 . 

15 

3. Composition selon la revendication 2, utilisable pour la protection des plantes contre 
ies bactericx pa^thogenes. 

4. Composition selon la revendication 2, utilisable pour Ic traitement therapeutique du 
20 corps hunaain ou animal. 

5. Composition antifongique, caracterisce en qu'elle contient comxne maii^re active 
un peptide selon la revcudication L 

25 6. Composition seJon la levendication 5, utilisable pour la protection des plantes contre 
les bactdries pathog&nes . 

7. Composition scion la revendication 5, utilisable pour le traitcment therapeutique du 
corps humain ou animal. 



8. Proccdc pour la protection des plantes contre les maladies bact£riennes, caractcrisc en 
ce qu'on applique, comme matifere active, un peptide selon la revendication 1, 

9. Procedc pour la protection des plantes contre les maladies fongiques, caract6rise en ce 
35 qu'on applique, comme matiere active, un peptide selon la revendication 1 - 



30 



10. Procide dc preparation du peptide selon la revendication 1, caracteris^ en ce que, 
successivement: 
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a) on preJfeve dc rhemojymphe du scorpion Androaonus auxtralis ; 

b) on effeciue I'extraciion par mise en coniact d'hemolymphe ou d'un broyal de 
AiuJroctonus australis obtenues prccddemment avec un niiiieu acide a neulre 
sous agitation, puis par centrifugation; 

5 c) on fractionne ie sumageant avec separation pax lavage des molecules 

hydrophiles et 61ution des molecules hydrophobes par des Elements appropri<is> 
sur colonne separatricc; 
d) on purifie les exiraits; 

c) on effectue le sequengage. 



